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(54) Bezeichnung: ZELLPERMEABILITAT-VERMITTELNDES POLYPEPTID 
(57) Abstract 



The present invention relates to a cell-penneable polypeptide that can mediate cell penneability to substances. DNA coding for said 
polypeptide and a method for die production of said polypeptide. The invention also relates to antibodies directed against said polypeptide 
and the use of said polypeptide in the mediation of cell permeability to substances. 

(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid. das zcUpermeabel ist und Zellpermeabilitm an Substanzen vennitteln kann, eine fOr 
ein solches Polypeptid kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Polypeplids. Femer betrifft die Erfindung gegen 
das Polypeptid gerichtete AntikOrper sowie die Verwendung des Polypeptids zur Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen. 
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Zellpermeabilitat-vermitteindes Polypeptid 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid, das zellpermeabel ist und Zell- 
permeabilitat an Substanzen vermitteln kann, eine fur ein solches Polypeptid 
5 kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Polypeptids. 
Ferner betrifft die Erfindung gegen das Polypeptid gerichtete Antikorper sowie die 
VeoA^endung des Polypeptids zur Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen. 

Mit Zeilpernneabilitat wird die Eigenschaft von Substanzen bezeichnet, in Zellen 
1 0 einzudringen. Diese Eigenschaft findet sich allerdings nur bei wenigen Substanzen. 
Die meisten Substanzen benotigen Hilfsmittel bzw. Verfahren, urn in Zellen ein- 
zudringen. Beispiele hierfur sind Mikroinjektion, Elektroporation, Assoziation mit 
kationischen Lipiden, Liposomenbildung, Rezeptor-vermittelte Endocytose und 
Virusinfektion. Diese Hilfsmittel bzw. Verfahren weisen jedoch groBe Nachteile auf. 
15 Insbesondere sind sie teuer, erfordern komplexe Versuchsanordnungen und sind 
nur begrenzt einsetzbar. Femer ist ihre Effizienz gering und sie erweisen sich oft 
als toxisch. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugnjnde ein Mittel bereitzu- 
20 stellen, mit dem Substanzen in Zellen eingebracht werden konnen, wobei vor- 
stehende Nachteile vermieden werden. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

25 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, daS ein 
Polypeptid, das vorzugsweise die Aminosauresequenz von Fig. 1 Oder eine hiervon 
durch ein Oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaSt, 
in Zellen eindringen kann, d.h. Zellpermeabilitat aufweist. Er hat ein solches Poly- 
30 peptid in der PreS2-Region eines Hepatitis B Virus (HBV)-Oberflachenproteins 
gefunden. Das Polypeptid wird nachstehend mit ZPP '7ellpermeabiiitat-ver- 
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mittelndes Polypeptid" bezeichnet ZPP weist die Struktur einer amphiphilen a-Helix 
auf. Ferner hat der Anmelder erkannt, daB ZPP die Eigenscliaft hat, Zellpermea- 
bilitat an Substanzen zu vermitteln. Diese konnen dann in Zellen eindringen, wobei 
die Zellpermeabilitat der Substanzen nicht auf bestimmte Zellen beschrankt ist. 
5 Auch behalten die Substanzen ihre Aktivitaten bei (vgl. Fig. 2). Varianten des 
erfindungsgemaSen ZPP aus verschiedenen HBV-Subtypen, die sich von der 
Sequenz von Fig. 1 durch eine Oder mehrere Aminosauren unterscheiden, sind in 
Fig. 3 gezeigt. Der Aminosaure-Sequenz von Fig. 1 (= PreS2-TLM) entspricht 
beispielsweise der Subtyp ayw (1) auf der Aminosaureebene vollstandig, wahrend 

1 0 die anderen Subtypen demgegenuber einen Oder mehrere Austausche aufweisen. 
Man sieht aber, daB zwischen verschiedenen HBV-Subtypen eine Konservierung 
bestimmter Aminosauren vorhanden ist. Diese laBt sich insbesondere durch die 
graphische Darstellung der Hydrophobizitatswerte bestatigen, Hieraus kann man 
den SchluB Ziehen, daB seibst bei einem Austausch von einer oder mehreren 

1 5 Aminosauren, die Hydropathie-Verteilung im Gesamtmolekul erhalten bleiben sollte. 
Aufgrund dieses Befunds ist es fur den Fachmann leicht moglich, Varianten der 
Sequenz von Fig. 1 zu bestimmen, da nicht die Sequenz als solche entscheidend 
ist, sondern das Hydropathieprofil im Gesamtmolekul. Entsprechendes gilt fur 
verschiedene aviane Hepadnaviren (vgl. Fig. 4) bzw. Hepadnaviren der Nagetiere 

20 (vgl. Fig. 5). Diese werden jeweils mit einem erfindungsgemaSen ZPP gemaB Fig. 
1 (= PreS2-TLM) verglichen und Hydropathie-Profile aufgestellt. Aus diesen ist 
ersichtlich, daB seibst bei einem fast vollstandigen Austausch der Aminosauren 
(Z.B. HHBV <-> PreS2-TLM) das Hydropathie-Profil im wesentlichen erhalten 
bleibt. Dies bedeutet, daS nicht die Sequenz an sich, sondern die Abfolge hydro- 

25 philer und hydrophober Aminosauren in einem a-helikalen Motiv entscheidend ist. 
In einem 12 Aminosauren umfassenden Peptid sind vorzugsweise die Positionen 
2, 5 und 9 von hydrophoben Aminosauren und die Positionen 3, 4, 8 und 1 1 von 
hydrophilen Aminosauren besetzt. Zu den hydrophoben Aminosauren zahlen 
Valin, Leucin, Isoleucin, Tryptophan, Phenylalanin und Methionin. Zu den hydrophi- 

30 len Aminosauren zahlen Glycin, Serin, Tyrosin, Threonin, Cystein, Asparagin und 
Glutamin. So gehorcht ein erfindungsgemaBes ZPP der folgenden allgemeinen 
Formei: 
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mit X = Variable Aminosaure (hydrophil, hydrophob oder mit geladenen 
Seitengmppen) 

0 = hydrophobe Aminosaure 

1 = hydrophile Aminosaure 



Aminosauren mit geladenen Seitengruppen sind Aspartat, Glutamat (besitzen beide 
neg. geladene Seitengruppen), Lysin, Asparagin, Glutamin, Arginin und Histidin 
10 (besitzen pos. geladene Seitengruppen). 



ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein Polypeptid 
(ZPP) bereitzustellen, das Zellpermeabilitat an Substanzen vermittein kann, wobei 
ZPP die oben angebene Sequenz bzw. vorzugsweise die Sequenz von Fig. 1 oder 
1 5 eine hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosaurese- 
quenz umfaBt und kein natives HBV-Oberflachenprotein ist und die DNA der 
letzteren Aminosauresequenz mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert. 

Der Ausdruck "Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen" weist darauf hin, 
20 daB ZPP Zellpermeabilitat an Substanzen jeglicher Art und Abstammung vermittein 
kann. Die Substanzen konnen z.B. Polypeptide (Proteine), Nukleinsauren oder 
chemische Verbindungen sein. Beispiele von Poiypeptiden sind Struktur-Polypepti- 
de, Tumornekrosefaktor, Interferone, Interleukine, Lymphokine, Wachstumsfaktoren, 
Plasmaproteine, z.B. Gerinnungsfaktoren und Stoffwechselenzyme, und Rezepto- 
25 ren. Insbesondere konnen die Polypeptide solche sein, welche die Immunogenitat 
von Zellen steigern konnen. Dies konnen Polypeptide sein, die Tumorzellen fehlen, 
z.B. Zytokine, wie IL-2, und GM-CSF, und kostimulatorische Molekule, wie B7-1, 
tumorassoziierte Antigene, z.B. MAGE1, Tyrosinasen und virale Polypeptide, z.B. 
E7 von humanem Papillomvirus und EBNA-3-Polypeptid von Epstein-Barr-Virus. 
30 Ferner konnen die Polypeptide Adapter-Polypeptide, Oligomerisierungsmotive 
eines Polypeptids, Polypeptidfragmente von Virus-Hullpolypeptiden, Hormone und 
Ribozyme sein. Beispiele von Nukleinsauren sind solche, die fur vorstehende 
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Polypeptide kodieren. Ferner konnen es Antisense-Oligonukleotide, Peptid-Nu- 
kleinsauren und Consenus-Sequenzen fur Transkriptionsfaktoren sein. Beispiele 
von chemischen Verbindungen sind Arzneimittel, die keine Polypeptid-Stmktur 
aufweisen. Solche konnen Cytostatika, Anasthetika, Antihistaminika, Antibiotika und 
Antimycotika sein. Zur Vermittlung der Zellpermeabilitat kann es ausreiclnend sein, 
wenn ZPP zusammen mit einer Substanz inkubiert wird, so daB sicli chemisclie 
Bindungen, z.B. kovalente bzw. nicht-kovalente Bindungen, ausbilden konnen. 
Gunstig ist es, wenn ZPP uber einen Linker mit der Substanz verbunden ist, wobei 
dies z.B. uber Biotin/Streptavidin erfolgen kann. Der Linker kann am N- oder C- 
Terminus von ZPP vorliegen. Besonders vorteillnaft ist es, wenn die Substanz als 
Polypeptid zusammen mit ZPP in einem Fusionspolypeptid vorliegt. ZPP kann 
hierbei am N- oder C-Terminus bzw. innerlialb der Polypeptid-Struktur der Sub- 
stanz vorliegen. Der Ausdruck "ZPP" umfaBt daher auch ein Fusionspolypeptid, in 
dem ZPP zusammen mit einer Substanz vorliegt Die Vermittlung von Zellpermeabi- 
litat an Substanzen kann durch ubiiche Verfahren nachgewiesen werden. Gunstig 
ist es, Zellen mit ZPP verbundenen Substanzen zu inkubieren und das Eindringen 
bzw. Vorliegen von ZPP und/oder den Substanzen in den Zellen nachzuweisen. 
Dies kann z.B. durch spezifische Antikdrper oder Reagentien erfolgen, die direkt 
Oder indirekt mit ZPP bzw. den Substanzen reagieren. 

Der Ausdruck "eine durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Amino- 
sauresequenz" umfaBt jegliche ein ZPP darstellende Aminosauresequenz, die nicht 
ein natives HBV-Oberflachenprotein ist. Vorzugsweise hybridisiert eine Sequenz, 
die fur "eine durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosaurese- 
quenz" codiert, mit der DNA-Sequenz von Fig. 1. Die DNA-Sequenz kann sich von 
der DNA von Fig. 1 durch Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inver- 
sionen von ein oder mehreren Basenpaaren unterscheiden. Der Ausdruck "Hybri- 
disierung" weistauf eine Hybridisierung unter ubiichen Bedingungen, insbesondere 
bei 20^*0 unter dem Schmelzpunkt der Sequenz, hin. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, die fur 
ZPP kodiert. Die Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA sein. Bevorzugt ist 
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(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder melirere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, wobei letztere DNA mit der DNA von Fig. 1 hybri- 
disiert und nicht fur ein natives HBV-Oberflachenprotein kodiert, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten genetischen Code ver- 
wandte DNA. 

Der Ausdmck "eine durch ein oder mehrere Basenpaare unterscliiedliclne DNA" 
umfaBt jegliche fiir ein ZPP kodierende DNA-Sequenz, die mit der DNA von Fig. 1 
hybridisiert und nicht fur ein natives HBV-Oberflachenprotein kodiert. Die DNA- 
Sequenz kann sich von der DNA von Fig. 1 durch Additionen, Deletionen. Sub- 
stitutionen und/oder Inversionen von ein oder mehreren Basenpaaren unter- 
scheiden. Hinsichtlich des Ausdrucks "Hybridisierung" wird auf vorstehende Aus- 
fuhrungen entsprechend venA/iesen. 

Eine erfindungsgemaBe DNA kann als solche oder in einem Vektor voriiegen. 
Insbesondere kann eine erfindungsgemaBe DNA in einem Expressionsvektor 
voriiegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt, Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8, Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadi zu 
nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, 
cDM8, pCEV4, pCDNA3, pKSVIO, pRCMV und pRK5 anzugeben sind. Fur die Ex- 
pression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baccuiovirus-Expressions- 
vektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn die erfindungsgemaBe, in einem 
Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die Ecoli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21, SG 13009 
und M15pRep4, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae, die tierischen Zellen 
L, NIH 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, HeLa, Hep62, CCL13 und 293, die Insekten- 
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zellen Sf9 und Sf21 und die Pflanzenzeilen Lupinus albus. 
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Der Fachmann kennt Verfahren und Bedingungen, Zellen mit einem, die erfin- 
dungsgemaf3e DNA enthaltenden Expressionsvektor zu transfomriieren bzw. trans- 
fizieren und die Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch 
die erfindungsgemaSe DNA exprimierte ZPP zu isolieren und zu reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ZPP gerichteter 
Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ubiiche Verfahren hergestellt werden. 
Er kann polyklonal bzw. monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, 
Tiere, insbesondere Kaninchen Oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur 
einen monoklonaien Antikorper, mit ZPP zu immunisieren. Weitere "Booster** der 
Tiere konnen ebenfalls mit ZPP erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann dann aus 
dem Serum bzw, Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklonaien Antikor- 
per werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit. Ein solcher umfaBt 
eine oder mehrere der folgenden Komponenten: 

(a) ein erfindungsgemaBes Zelipermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP), 

(b) eine erfindungsgemaBe DNA, 

(c) einen erfindungsgemaBen Antikorper, sowie 

(d) ubiiche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmittel, Kontrollen, etc. 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere Vertreter 
voriiegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird auf vorstehende Ausfuhrungen 
venA^iesen. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es Zellpermeabilitat zu vermitteln. Mit einem 
erfindungsgemaBen ZPP kann Zellpermeabilitat an Substanzen jeglicher Art und 
Abstammung vermittelt werden. Die Zellpermeabilitat ist universell, d.h. sie ist nicht 
auf bestimmte Zellen beschrankt. Auch konnen die Zellen ex vivo bzw. in vivo 
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vorliegen. Desweiteren lost die Zellpermeabilitat keine toxischen Effekte aus. 



Die vorliegende Erfindung eignet sicli somit bestens fur Diagnose und Tiierapie. 
Letzteres umfaBt das Eingreifen in die Expression von Genen und in Stoffwech- 
selprozesse. Besonders eignet sicli die vorliegende Erfindung fur die Diagnose und 
Therapie schwerster Erkrankungen, z.B. von Tumoren. Ganz besonders zeichnet 
sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, daB sie sowohl fiir konservatlve als 
auch gentherapeutische BehandlungsmaBnahmen eingesetzt warden kann. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen. 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure- und DNA-Sequenzen eines erfindungsgemaBen, 
Zellpermeabilitat-vermittelnden Polypeptids (ZPP). 

Fig. 2 zeigt den Nachweis von durch ZPP vermittelter Zellpermeabilitat. Die Spuren 
2 und 3 zeigen die Aktivierung von c-Raf1 -Kinase. Die Spuren 4 und 5 
zeigen deren Hemmung. Die Spuren 6 und 7 zeigen, daB mutiertes ZPP- 
PLAP (ZPP-KLAP) keine Hemmwirkung aufweist. 

Fig. 3 zeigt die Korisen/ierung der Aminosauresequenz zwischen verschiedenen 
HBV-Subtypen sowie Hydropathieprofil 

Fig. 4 zeigt amphiphile Motive in der PreS-Region verschiedener avianer Hepadna- 
viren 

Fig. 5 zeigt amphiphile Motive in der PreS2-Region verschiedener Hepadnaviren 
der Nagetiere 

Fig. 6 zeigt, daB DHBV42-53-EGFP ein zellpermeables Protein ist 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele eriautert. 
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Beispiel 1: Nachweis von durch ein rfindungsg maDes Polypeptid (ZPP) 
vermittelter Zellpermeabilitat. 

Der Nachweis einer durch ZPP-vermittelten Zellpermeabilitat wird durch Hemmung 
5 der TNFa-abhangigen Aktivierung von c-Raf1 -Kinase gezeigt. Die Aktivierung der 
c-Raf1 -Kinase beruht auf der Interaktion des TNF-Rezeptors I (TNF-RI) mit dem 
Adaptermolekul Grb2. Hierzu interagiert die SH3-Domane von Grb2 mit einem 
PLAP-Motiv aus der cytoplasmatischen Domane von TNF-RI. 

Es wird ZPP in Form eines Fusionspolypeptids bereitgestellt. In diesem mit ZPP- 
PLAP bezeichneten Fusionspolypeptid liegt ZPP der Aminosauresequenz von Fig. 
1 als N-Termlnuspartner und ein PLAP-Motiv aus der cytoplasmatischen Domane 
von TNF-RI als C-Terminuspartner vor. Ferner wird ein mit ZPP-KLAP bezeichnetes 
Fusionspolypeptid bereitgestellt, bei dem das PIJ\P-Motiv mutiert ist 

HeLa Zellen werden 2 h mit ZPP-PLAP bzw. ZPP-KU\P (Kontrolle) inkubiert 
und 15 min mit lOOp/ml TNFa stimuliert. Die Aktivierung von c-RafI Kinase wird 
durch einen Immunkomplex-Test unter Venwendung von MEK (Santa Cruz, Biotech) 
und Y^^P-ATP als Substrat bestimmt (vgl. Fig. 2). 

Es zeigt sich, daB ZPP-PLAP in die Zellen gelangt und die Aktivierung von C-Raf1- 
Kinase vollstandig hemmt (vgl. Fig. 2, Spuren 4 und 5). Femer zeigt sich, daB ZPP- 
KLAP keine Hemmung erreicht (vgl. Fig. 2, Spuren 6 und 7). 

25 

Beispiel 2: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaRen Zellpermea- 
bllitat-vermitteinden Polypeptids (ZPP). 

Die DNA von Fig. 1 wird am 5'-Ende mit einem Bglll-Linker und am 3'-Ende mit 
30 einem BamHI-Linker versehen und mit den entsprechenden Restriktionsenzymen 
nachgespalten. Das erhaltene Bglll/BamHI-Fragment wird in den BamHI-gespal- 
tenen Expressionsvektor pQeS inseriert, so daB das Expressionsplasmid 
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pQe8/ZPP erhalten wird. 

Ferner wird aus dem Expressionsplasmid pGex-1die eine fur GST (Glutathion-S- 
Transferase) kodierende Sequenz isoliert. Diese weist an ihrem 5'-Ende eine 
BamHI-Restril<tionssclinittstelle gefolgt von einer fiir eine Tlirombinschnittstelie 
kodierenden Sequenz auf. Ferner weist die Sequenz an ihrem 3'-Ende eine BamHI- 
Restriktionsschnittstelle auf. Die Sequenz wird in das BamHI-gespaltene Expres- 
sionsplasmid pQe8/ZPP inseriert, wodurchdas Expressionsplasmid pQe8/ZPP-GST 
erhalten wird. Dieses kodiert fiir das Fuslonspolypeptid ZPP-GST, pQe48/ZPP-GST 
wird zur Tra nsformation von E.coli SG 13009 (vgl. Gottesmann, S. et al., J. Bacte- 
riol. 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien werden in einem LB-Medium 
mit 100/jg/ml Ampiciilin und 25pg/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60/iM Iso- 
propyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach Induktion wird mittels 
Ultraschaii die Lyse der sedimentierten und gewaschenen Bakterien durchgefiihrt. 
Die Isoliemng des ZPP-GST-Fusionspolypeptids erfolgt mittels Affinitatschromato- 
graphie an einer Glutathion-Saule. Das gebundene ZPP-GST-Fusionspolypeptid 
wird mittels eines linearen Anstiegs der GIutathion-Konzentration von 0 auf 10 mM 
eluiert. Das eluierte ZPP-GST Fusionsprotein wird einer Thrombinspaltung unterzo- 
gen. Das dadurch freigesetzte Hexa-His-ZPP (Fuslonspolypeptid) wird anschlie- 
Bend durch Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen mittels 
einer Ni-NTA-Agarose isoliert. Dies erfolgt in Gegenwart von 6 M Hamstoff ent- 
sprechend der Angaben des Herstellers (Qiagen). Das gebundene Hexa-His-ZPP 
wird in einem Puffer mit pH 6,3 eluiert, der 250 mlVI Imidazol enthalt. Das Hexa-Hls- 
ZPP wird einer 18 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese untenworfen und 
mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Komberg, R.D., J.Mol.Biol. 
149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, daB ein erfindungsgemaBes (Fusions) polypeptid in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 



wo 00/26379 PCT/DE99/03506 

10 

Beispiel 3: Hersteiiung und Nachweis eines erf indungsgemaQen Antikorpers 



Ein erfindungsgemaBes Fusionspolypeptid von Beispiel 2 wird einer 18 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
Natriumacetat wird eine ca. 3 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in 
Phosphat gepufferter Kochsalziosung inkubiert. Gel-Stucke werden sedimentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektropinorese, dereine Coomassie-Blau-Farbung folgt, bestimmtwird. Mit dem 
Gel-gereinigten Fusionspolypeptid werden Tiere wie folgt immunisiert: 

Immunisierungsprotokoil fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisiemng werden 35 fjg Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,7 ml PBS 

und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu wird ein erfin- 
dungsgemaBes Fusionspolypeptid von Beispiel 2 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelek- 
trophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. Khyse- 
Andersen, J., J. Biochem, Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western Blot- 
Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 215-229, beschrie- 
ben, durchgefuhrt. Hierzu wird das Nitrocellulosefilter eine Stunde bei 3TC mit 
einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des Kaninchens 
(1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit PBS wird das Nitrocellulo- 
sefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alka- 
iischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikor- 
per (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37*'C folgen 
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mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieSend die alkalische Phosphatase- 
Nachweisreaktion mit Entwicl<lerl6sung (36a/M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 
400/JlVI Nitroblau-tetrazollum, lOOmM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCy 
bei Raumtemperatur, bis Banden siclntbar warden. 

Es zeigt sich, dal3 erfindungsgemaBe, polyl<ionale Antil<drper liergestellt werden 
konnen. 



Immunlsierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40;ig Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 50: 3. Immunisiemng (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahlert und im Western Blot getestet. Es werden 
erfindungsgemaBe, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

Immunlsierungsprotokoll fiir monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12/L/g Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 
4. Immunisiemng ist das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; IcFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (IcFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 

Tag 87: Fusion 
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Oberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. ErfindungsgemaBe, 
monoklonale Antikorper werden nachgewiesen. 

Beispiel 4: Nachwels der DHBV-ZPP vermittelten Zellpermeabllitat 

Nachweis der durch das DHBV(Duck Hepatitis B-Virus)-ZPP vermittelten Zell- 
permeabllitat wurde folgendermaBen gefulirt. Es wurde gemaB Standardmethoden 
ein Fusionsprotein bestehend aus einem hexa-His-Tag (6H), dem DHBV-ZPP und 
eGFP (enhanced green fluorescent protein) analog Beispiel 1 in einem E. coli 
Expressionssystem hergestellt. Es wurde das pQE-Vektorsystem der Fa. Qiagen 
angewendet. Dieses Protein (DHBV42-53eGFP) wurde isollert. FCir Kontrollexperi- 
mente wurde wt6HeGFP (Fusionsprotein aus 6 His und eGFP) venwendet. Es 
wurden nun 293-Zellen fur 10 und 20 Min. in Gegenwart dieser Proteine inkubiert. 
Die Proteine wurden in einer Konzentration von 1 ^iM dem Medium zugesetzt. Nach 
10 bzw. 20 Min. wurden die Zellen lysiert und die cytosolische Fraktion derZellen 
durch Ultrazentrifugation isoliert. 

Der Nachweis des Vorhandenseins von DHBV42-53-eGFP in der Cytosolfraktion 
erfolgte mittels Westem-Blot-Analyse unter Venwendung eines hexa-Hls-tag spezi- 
fischen Antikorpers (Fig. 6. Spuren 1-4) (anti-Hexa-His6 der Fa. Qiagen) bzw. eines 
eGFP-spezifischen Antikorpers (anti-eGFP der Fa. Clontech) (Fig. 6, Spuren 5-8). 
Zur Detektion wurde ein Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper (anti-Maus 
HRP, anti-Rabbit-HRP der Fa. Amersham) venwendet. 

Der Western Blot zeigt, daS im Fade der Zugabe von DHBV42-53-eGFP eine 
Intemaiisation des Proteins in die Zelle (Cytosol) nach 10 Min. (Spuren 2. 6) bzw. 
20 Min. (Spuren 4, 8) zu beobachten ist, wahrend im Falle des Kontrollproteins 
wtSHeGFP, dem die Zellpermeabilitat vermittelnde Sequenz fehit, dies weder nach 
10 Min. (Spuren 1, 5) noch nach 20 Minuten (Spuren 3, 7) zu beobachten ist. 



DIese Ergebnisse zeigen. daB DHBV-ZPP in der Lage ist als Carrier fur andere 
Proteine zu wirken. 
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Patentanspruch 

1. Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP), wobei 2PP die folgende 
Aminosauresequenz aufweist: 

XoiioXXioXiX 

mit 

X == Variable Aminosaure (hydrophil, hydrophob oder mit gelade- 
nen Seitengruppen) 

0 = hydrophobe Aminosaure 

1 = hydrophile Aminosaure 

wobei ZPP kein natives HBV-Oberfiachenprotein ist. 

2. Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP) nach Anspruch 1, wobei 
ZPP die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 
mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaBt und kein 
natives HBV-Oberflachenprotein ist und wobei die DNA-Sequenz der letzte- 
ren Aminosauresequenz mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert. 

3. Nukleinsaure, kodierend fur ZPP nach Anspruch 1 oder 2. 

4. Nukleinsaure nach Anspruch 3, wobei die Nukleinsaure eine DNA ist. 

5. DNA nach Anspruch 4, umfassend: 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA, wobei letztere DNA mit der DNA von 
Fig. 1 hybridisiert und nicht fur ein natives HBV-Oberflachenprotein 
kodiert. oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten genetischen Code 
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verwandte DNA. 

6. Expressionsplasmid, umfassend die Nukleinsaure nach Anspruch 3, 4 Oder 
5. 

7. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 6. 

8. Verfahren zur Herstellung von ZPP, umfassend die Kultivierung der Trans- 
formante nach Anspruch 7 unter geeigneten Bedingungen. 

9. Antikorper, gerichtet gegen ZPP nach Anspruch 1 Oder 2. 

10. Verwendung von ZPP nach Anspruch 1 Oder 2 zur Vermittlung von Zell- 
permeabilitat an Substanzen. 

11. Venwendung nach Anspruch 10, wobei die Substanzen Polypeptide, Nu- 
kleinsauren und chemische Verbindungen umfassen. 
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PLSSIFSRIGDP 
CCC ATA TCG TCA ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAG CCT 



Fig. 1 
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Fig. 2 



1 2 3 4 56 7 89 




ERSATZBLATT(REGEL26) 
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Fig. 3 3/6 

Tabelle 1 : Konservierimg des PreS2.TLM zwisch n verschiedenen HBV-Subtypen 

Nukleotidsequenzen. Aminosfiuresequenzen und Hydropathie-Werte der Aminosaureseitenketten (nach Kyte & 
Doolittle, 1982) des PreS2-TLM aus Subtyp ayw (1) im Vergleich zu sechs anderen HBV Subtypen ayw (2), adr 
(1), adr (2), ayr, adw und adw2. Die mit der Sequenz des PrcS2.TLM aus Subtyp ayw (1) identischen 
Aminosauren und die dazugehOrigen Hydropathie-Werte sind fett dargestellt. 



Subtyp ayw (1) 

CCC TTA TCG 

Pro Leu Ser 

-1,6 3/8 -0.8 



TCA ATC TTC 
Ser He Fhe 
-0.8 4.5 2.8 



TCG AGG ATT 
Ser Arg He 
-0.8 -4.5 4.5 



GGG 
Gly 



GAG 
Asp 



Subtyp ayw (2) 

CCC ATA TCG TCA 

Pro lie Ser Ser 

-1.6 4.5 -0.8 -0.8 

Subtypen adr (1), adr (2), ayr 

CCC ATA TCG TCA 

Pro lie Ser Ser 

-1.6 4,5 -0.8 -0,8 



ATC TTC TCG AGG ATT 

He Phe Ser Arg He 

4.5 2.8 -0.8 -4.5 4.5 

ATC TTC TCG AGG ACT 

He Phe Ser Arg Thr 

4.5 2.8 -0.8 -4.5 -0.7 



GGG 
Gly 



GAC 
Asp 



GGG 
Gly 



GAC 
Asp 



Subtypen adw, adw2 

CAC ATC TCG TCA ATC TCC 

His lie Ser Ser He Ser 

-3.2 4.5 -0.8 -0.8 4,5 -0.8 



GCG 
Ala 



AGG 
Arg 



ACT 
Thr 



GGG 
Gly 



GAC 
Asp 



CCT 
Pro 



-0.4 -3.5 -1.6 



CCT 
Pro 



-0.4 -3.5 -1.6 



CCT 
Pro 



-0.4 -3,5 -1.6 



CCT 
Pro 



1.8 -4.5 -0.7 -0.4 -3,5 -1.6 




Amphiphme V n PreS2-TLM in verschiedenen HBV-Subtypen 

Darstellung der Verteilung der hydrophilen und hydrophoben Aminosauren im PreS2-TLM in Sub^ ayw (1) 
(blau) und den anderen HBV Subtypen ayw (2) (grtin), adr (1), adr (2) ayr (rot) sowie adw und adw2 (grau). Auf 
der y-Achse sind die Hydropathie-Werte der AnunosSureseitenketten (nach Kyte & Doolittie, 1982) aufgetragen, 
positive Werte entsprechen hydrophoben, negative Werte hydrophilen Aminosfiureseitenketten. Auf der x-Achse 
sind die 12 AminosSuren des PreS2^TLM lind der entsprechenden Sequenzen sechs anderer Subtypen 
aufgetragen mit dem N-tenninalen Prolin an Position 1 . 



ERSATZBUTT(REGEL26) 



wo 00/26379 



PCT/DE99/03506 



Fig. 4 



4/6 



n 


DHBV 


PreS2-TLM 


DHBV 


PreSl- 
TLM 


20 


L(Leu) 


P(Pro) 


3.8 


-1,6 


21 


L(Leu) 


L(Leu) 


3,8 


3.8 


22 


N(Asn) 


S(Ser) 


-3,5 


-0.8 


23 


Q(Gto) 


S (Ser) 


-3.5 


-0,8 


24 


L(Leu) 


I(Ue) 


3,8 


4.5 


25 


A (Ala) 


F(Phe) 


1,8 


2.8 


26 


G(Gly) 


S (Ser) 


-0,4 


-0,8 


27 


R(Arg) 


R(Arg) 


-4,5 


-4,5 


28 


M(Met) 


Idle) 


1.9 


4,5 . 


29 


lOle) 


G(Gly) 


4,5 


-0,4 


30 


P(Pro) 


D(Asp) 


-1,6 


-3,5 


31 


K(Lys) 


P(Pro) 


-3,9 


-1.6 




20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 



DHBV 



n 


DHBV 


PreS2-TLM 


DHBV 


PreSZ- 
TLM 


42 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0,7 


-1.6 


43 


laie) 


L(Leu) 


4,5 


3.8 


44 


D(Asp) 


S(Ser) 


-3,5 


-0,8 


45 


H (His) 


S(Ser) 


-3,2 


-0,8 


46 


V(Val) 


laie) 


4,2 


4.5 


47 


L(Leu) 


F(Phe) 


3,8 


2,8 


48 


D(Asp) 


S(Ser) 


-3,5 


-0,8 


49 


H(ffis) 


R(Arg) 


-3,2 


-4.5 


50 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


51 


Q(Gln) 


G (Gly) 


-3.5 


-0,4 


52 


T(Thr) 


D(Asp) 


-0.7 


-3,5 


53 


M(Met) 


P(Pro) 


1.9 


-1,6 



0 
-2 
■A 



42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 



DHBV 



n 


HHBV 


FreS2-TLM 


HHBV 


PreS2- 
TLM 


45 


TCThr) 


P(Pro) 


-0.7 


-1,6 


46 


I (He) 


L(Leu) 


4,5 


3,8 


47 


Q(Gln) 


S(Ser) 


-3,5 


-0,8 


48 


H(ffis) 


. S(Ser) 


-3.2 


-0,8 


49 


V(Val) 


I(ne) 


4.2 


4.5 


SO 


M(Met) 


F(Phe) 


1.9 


2,8 


51 


D(Asp) 


S (Ser) 


-3,5 


-0,8 


52 


H(His) 


R(Arg) 


-3.2 


-4,5 


53 


l(ne) 


Idle) 


4.5 


4,5 


54 


D(Asp) 


G(Gly) 


-3.5 


-0,4 


55 


S(Ser) 


D(Asp) 


-0,8 


■34 


56 


V(Val) 


P(Pro) 


4,2 






HHBV 



53 55 



Amphiphile M tiv in der PreS-Regi n verschiedener avianer Hepadnaviren 

Vergleich der Hydrophathie-Profile des PreS2-TLM (grtin) mit Ausschnitten der PreS-Region von DHB V3 (rot) 
und HHBV (blau). In den Tabellen sind die Positionen der Aminosauren in DHBV3 bzw. HHBV angegeben (n), 
zusanunen mit der Anoinos^iiresequenz des entsprechenden Abschnittes und des PreS2-TLM. Zus^tzlich sind die 
Hydropathie-Werte angegeben (nach Kyte & Doolittle, 1982). Zwischen den Aminosauren 20 bis 31 und 42 bis 
53 von DHBV3 bzw. 45 bis 56 von HHBV befinden sich Motive Shnlicher Verteilung hydrophober und 
hydrophiler AminosSuren wie im PreS2-TLM. 

EfiSATZBLAn(RE6EL26) 
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Fig. 5 



n 


WHV 


PrcS2.TLM 


WHV 


PreS2. 
TLM 


33 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0,7 


"1,6 


34 


L(Leu) 


L(Leu) 


3,8 


3,8 


35 


S(Ser) 


S (Ser) 


-0,8 


-0,8 


36 


P(Pro) 


S (Ser) 


-1,6 


-0,8 


37 


V(Val) 


I (lie) 


4,2 


4,5 


38 


V(Val) 


F(Phe) 


4,2 


2,8 


39 


P(Pro) 


S (Ser) 


-1,6 


-0,8 


40 


T(Thr) 


R(Arg) 


-0,7 


-4,5 


41 


V(Val) 


l(Ue) 


4,2 


4,5 


42 


S (Ser) 


G (Gly) 


.0,8 


-0,4 


43 


T(Thr) 


D(Asp) 


-0,7 


-3,5 


44 


lOle) 


P(Pn>) 


4,2 


-1,6 




33 35 37 39 41 43 



n 


GSHV 


PreS2-TLM 


GSHV 


PreS2- 
TLM 


33 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0,7 


-1,6 


34 


L(Leu) 


L(Leu) 


3,8 


3.8 


35 


S (Ser) 


S (Ser) 


-0,8 


-0,8 


36 


P(Pro) 


S(Ser) 


■1.6 


-0,8 


37 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


38 


V(Val) 


F(Phe) 


4,2 


2.8 


39 


P(Pro) 


S(Ser) 


-1,6 


-0,8 


40 


TCITir) 


R(AiB) 


-0,7 


-4,5 


41 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


42 


S (Ser) 


G(Gly) 


-0,8 


-0,4 


43 


T(Thr) 


D(Asp) 


-0.7 


-3,5 


44 


TfThr) 


P(Pro) 


-0,7 


-1,6 




33 35 37 39 41 43 



Amphiphile Motive in der PreS2-Region verscliiedener Hepadnaviren der Nagetiere 

Vergleich der Hydrophathie-Profile des PreS2-TLM (grtin) mit Ausschnitten der PreS-Region von WHV (tOrkis) 
und GSHV (gelb). In den Tabellcn sind die Positionen der AminosSuren in WHV bzw. GSHV angegeben (n), 
zusammen mit der Aminosauresequenz des entsprechenden Abschnittes imd des PreS2-TLM Zusatzlich sind die 
Hydropathie-Werte angegeben (nach Kyle & Doolittle, 1982). Zwischen den AminosSuren 33 bis 44 von PreS2 
aus WHV und GSHV befinden sich Motive fihnlicher Verteilung hydrophober und hydrophiler Aminosauren wie 
im PreS2-TLM. Das Motiv ist zwischen den beiden Hepadnaviren konserviert. 
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Fig. 6 
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(54) Titte: POLYPEPTIDE MEDIATING CELL PERMEABILITY 



(54) Bezeichnung: ZELLPERMEABILITAT-VERMnTELNDES POLYPEPTID 
(57) Abstract 

The present invention relates to a cell-permeable polypeptide that can mediate cell permeability to substances, DNA coding for said 
polypeptide and a method for the production of said polypeptide. The invention also relates to antibodies directed against said polypeptide 
and the use of said polypeptide in the mediation of ceil pemieability to substances. 

(57) Zusanunenfassung 



Die vorliegende Erfindung bctrifft ein Polypeptid, das zellpermeabel ist und Zellpermeabilitat an Substanzen vermitteln kann, eine fOr 
ein solches Polypeptid kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Polypeptids. Femer betrifft die Erfindung gegen 
das Polypeptid gerichtete Antikdrper sowie die Verwendung des Polypeptids zur Vemiittlung von Zellpermeabilitfit an Substanzen. 
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Polypeptide Mediating Cell Permeability 

The present invention relates to a polypeptide which is 
cell-permeable and can mediate cell permeability to 
substances, to a DNA coding for such a polypeptide and a 
method of producing such a polypeptide. The invention also 
concerns antibodies directed against the polypeptide and the 
use of the polypeptide in the mediation of cell permeability 
to substances. 

The property of substances penetrating cells is called cell 
permeability. This property is, however, only found in few 
substances. Most substances require auxiliary means and/or 
methods to penetrate cells. Examples thereof are 
microinjection, eletroporation, association with cationic 
lipids,' liposome formation, receptor-mediated endocytosis 
and viral infection. However, these auxiliary means or 
methods involve great drawbacks. In particular, they are 
expensive, require complex experimental set-ups and can be 
used only to a limited extent. Their efficiency degree is 
also low and they are often toxic. 

Therefore, it is the object of the present invention to 
provide a product by means' of which substances'" can be 
inserted in cells, the above drawbacks being avoided. 

According to the invention this is achieved by the subject 
matters defined in the claims. 

The present invention is based on applicant's insights that 
a polypeptide comprising preferably the amino acid sequence 
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of figure 1 or an amino acid sequence differing therefrom by 
one or more amino acids may penetrate cells, i.e. has cell 
permeability. Applicant found such a ' polypeptide in the 
PreS2 region of a hepatitis B virus (HBV) surface protein. 
The polypeptide is referred to below as CPP "cell 
permeability-mediating polypeptide. CPP has the structure of 
an amphiphilic a-helix. Applicant also detected that one of 
CPP's properties is to mediate cell permeability to 
substances. The latter may then penetrate cells, the cell 
permeability of the substances not being limited to certain 
cells. The substances also retain their activities (cf. 
figure 2). Figure 3 shows variants of the CPP according to 
the invention from various HBV subtypes which, differ from 
the sequence of figure 1 by one or more amino, acids. The 
amino acid sequence of figure 1 {= PreS2-TL]XI) fully 
corresponds e.g. to subtype ayw (1) on -an amino acid level, 
whereas the other subtypes have one or more replacements as 
compared thereto. However, it can be seen that conservation 
of certain amino acids exists between various HBV subtypes. 
It can be confirmed in particular by a graphic 
representation of hydrophobicity values. From this it is 
possible to draw the conclusion that even if one or more 
amino acids are replaced, the hydropathy distribution in the 
whole molecule should be retained. Due to this finding it is 
easily possible for a person skilled in the art to determine 
variants of the sequence of figure 1, since it is not the 
sequence as such that is decisive but the hydropathy profile 
in the whole molecule. The same applies correspondingly to 
various avian hepadnaviruses (cf. figure 4) or 
hepadnaviruses of rodents (cf . figure 5) . Each of them is 
compared with a CPP according to figure 1 of the invention 
(= PreS2-TLM) and hydropathy profiles are prepared. They 
show that even with an almost complete replacement of the 
amino acids (e.g. HHBV < — > PreS2-TLM) the hydropathy 
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profile is substantially retained. This means that it is not 
the sequence as such that is decisive but the order of 
hydrophilic and hydrophobic amino acids in an a-helical 
motive. In a peptide comprising 12 amino acids, preferably 
positions. 2, 5 and 9 are occupied by hydrophobic amino acids 
and positions 3, 4, 8, 11 are occupied by hydrophilic amino 
acids. The hydrophobic amino acids comprise valine, leucine, 
isoleucine, tryptophan, phenylalanine and methionine. The 
hydrophilic amino acids include glycine, serine, tyrosine, 
threonine, cysteine, asparagine and glutamine. A CPP 
according to the invention thus observes the following 
general formula: 

XoiioXXioXiX 

wherein X - variable amino acid (hydrophilic, hydrophobic 

or with charged side groups) 

0 = hydrophobic amino acid 

1 = hydrophilic amino acid 

Amino acids having charged side groups are aspartate, 
glutamate (both have negatively charged side groups), 
lysine, asparagine, glutamine, arginine and histidine (all 
have positively charged side groups) . 

According to the invention applicant's insights are utilized 
to provide a polypeptide (CPP) which can medrate" cell 
permeability to substances, CPP comprising the above 
indicated sequence or preferably the sequence of figure 1 or 
an amino acid sequence differing therefrom by one or more 
amino acids and being no native HBV surface protein and 
hybridizing the DNA of the latter amino acid sequence with 
the DNA of figure 1. 
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The term "mediating cell permeability to substances" refers 
to the fact that CPP can mediate cell permeability to 
substances of any kind and origin. The substances may be 
e.g. polypeptides (proteins), nucleic acids or chemical 
compounds. Examples of polypeptides are structural 
polypeptides, tumor necrosis factor, interferons, 
interleukins, lymphokines, growth factors, plasma proteins, 
e.g. blood clotting factors and metabolic enzymes, and 
receptors. In particular, the polypeptides may be those 
which may increase the immunogenicity of cells. These may be 
polypeptides not occurring in tumor cells, e.g. cytokines, 
such as IL-2, and GM-CSF, and co-stimulatory molecules, such 
as B7-1, tumor-associated antigens, e.g. MAGEl, tyrosinases 
and viral polypeptides, e.g. E7 of human papilloma virus and 
EBNA-3 polypeptide of Epstein-Barr virus. The polypeptides 
may also be adapter polypeptides, oligomerization motives of 
a polypeptide, polypeptide fragments of viral coat 
polypeptides, hormones and ribozymes. Examples of nucleic 
acids are those which may code for the above polypeptides. 
They may also be antisense oligonucleotides, peptide-nucleic 
acids and consensus sequences for transcription factors. 
Examples of chemical compounds are medicaments which have no 
polypeptide structure. These may be cytostatic agents, 
anesthetics, antihistaminics, antibiotics and antimycotics . 
For mediating cell permeability it may suffice to incubate 
CPP together with a substance so as to form chemical bonds, 
e.g. covalent or non-covalents bonds. It is favorable for 
CPP to be linked with the substance via a linker, which may 
be done e.g. via biotin/streptavidine . The linker may be 
available at the N-terminus or C-terminus of CPP. It is 
particularly advantageous for the substance to be present as 
polypeptide together with CPP in a fusion polypeptide. CPP 
may in this case be available at the N-terminus or C- 
terminus or within the polypeptide structure of the 
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substance. Therefore, the term "CPP" also comprises a fusion 
polypeptide in which CPP is present together with a 
substance. Mediation of cell permeability to substances may 
be detected by common methods. It is favorable to incubate 
cells with CPP-linked substances and detect the penetration 
or presence of CPP and/or the substances in the cells. This 
may be done e.g. by specific antibodies or reagents which 
react directly or indirectly with CPP and/or the substances. 

The term "an amino acid sequence differing by one or more 
amino acids" comprises any CPP-preparing amino acid sequence 
which is not a native HBV surface protein. A sequence which 
codes for "an amino acid sequence differing by one or more 
amino acids" hybridizes preferably with the DNA sequence of 
figure 1. The DNA sequence may differ from the DNA of figure 
1 by additions, deletions, substitutions and/or inversions 
of one or more base pairs. The term "hybridization" refers 
to a hybridization under common conditions, in particular at 
20 °C below the melting point of the sequence. 

Another subject matter of the present invention is a nucleic 
acid which codes for CPP. The nucleic acid may be an RNA or 
a DNA. Preferred is a DNA which comprises the following: 

(a) the DNA of figure 1 or a DNA differing therefrom by one 
or more base pairs, wherein the latter DNA hybridizes 
with the DNA of figure 1 and does not code for a 
natives HBV surface protein, or 

(b) a DNA related to the DNA of (a) via the degenerated 
genetic code. 

The expression "a DNA differing by one or more base pairs" 

comprises any DNA sequence coding for a CPP, which 
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hybridizes with the DNA of figure 1 and does not code for a 
native HBV surface protein. The DNA sequence may differ from 
the DNA of figure 1 by additions;, deletions, substitutions 
and/or inversions of one or more base pairs. As to the 
expression "hybridization" reference is made accordingly to 
the above explanations. 

A DNA according to the invention may be present as such or 
in a vector.' In particular, a DNA according to the invention 
may be present in an expression vector. Examples thereof are 
known to the person skilled in the art. In the case of an 
expression vector for E. coli these are e.g. pGEMEX, pUC 
derivatives, pGEX-2T, pET3b and pQE-8. For the expression in 
yeast e.g. pYlOO and Ycpadl have to be mentioned while e.g. 
pKCR, pEFBOS, cDM8, pCEV4, pCDNAS, pKSVlO, pRCMV and pRK5 
have to be indicated for the expression in animal cells. The 
bacculovirus expression vector pAcSGHisNT-A is particularly 
suitable for the expression in insect cells. 

The person skilled in the art knows suitable cells to 
express the DNA according to the invention, present in an 
expression vector. Examples of such cells comprise the E, 
coli strains HBlOl, DHl, xl776, JMlOl, JM 109, BL21, SG 
13009 and M15pRep4, the yeast strain Saccharomyces 
cerevisiaer the animal cells L, NIH 3T3, FM3A, CHO, COS, 
Vero, HeLa, Hep62, CCL13 and 293, the insect cells Sf9 and 
Sf21 and the plant cells Lupinus albus. 

The person skilled in the art is familiar with methods and 
conditions of transforming or transfecting cells with an 
expression vector containing the DNA according to the 
invention and culturing the cells. He also knows methods of 
isolating and purifying the CPP expressed by the DNA 
according to the invention. 
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Another subject matter of the present invention is an 
antibody directed against CPP. Such an antibody may be 
prepared by common methods. It may be polyclonal or 
monoclonal. For its preparation it is favorable to immunize 
with CPP animals - in particular rabbits or chickens for a 
polyclonal antibody and mice for a monoclonal antibody. 
Further boosters of the animals may also be* made with CPP. 
The polyclonal antibody may then be obtained from the animal 
serum or egg yolk. For preparing the monoclonal antibody, 
animal spleen cells are fused with myeloma cells. 

Another subject matter of the present invention is a kit. 
Such a kit comprises one or more of the following 
components : 

(a) a cell permeability-mediating polypeptide according to 
the invention (CPP) , 

(b) a DNA according to the invention, 

(c) an antibody according to the invention, and 

(d) common auxiliary agents, such as carriers, buffers, 
solvents, controls, etc. 

One or more representatives of the individual components may 
be present each. As to the individual terms reference is 
made to the above explanations. 

The present invention enables cell permeability to be 
mediated. Cell permeability can be mediated to substances of 
any kind and origin by a CPP according to the invention. The 
cell permeability is universal, i.e. it is not limited to 
certain cells. The cells may also be present ex vivo or in 
vivo. In addition, the cell permeability does not trigger 
any toxic effects. 
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The present invention is thus perfectly suited for diagnosis 
and therapy. The latter comprises influencing the expression 
of genes and metabolic processes. In particular^ the present 
.invention is suited for the diagnosis and therapy of the 
severest diseases^- e.g. of tumors. The present invention 
distinguishes itself in particular in that it can be used 
for both conservative and gene-therapeutic measures. 



Brief description of the drawings . 



Figure 1 shows the amino acid and DNA sequences of a cell 
permeability-mediating polypeptide according to 
the invention (CPP) . 

Figure 2 shows the detection of CPP-mediated cell 
permeability. Lanes 2 and 3 show the activation of 
c-Rafl kinase. Lanes 4 and 5 show the inhibition 
thereof. Lanes 6 and 7 show that mutated CPP-PLAP 
(CPP-KLAP) has no inhibitory effect. 



Figure 3 shows the conservation of the amino acid sequence 
between various HBV subtypes as well as the 
hydropathy profile. 

Figure 4 shows amphiphilic motives in the PreS region of 
various avian hepadnaviruses . - -"^ 

Figure 5 shows amphiphilic motives in the Pre32 region of 
various hepadnaviruses of rodents. 



Figure 6 shows that DHBV42-53-EGFP is a cell-permeable 
protein. 
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The present invention is explained by the below examples. 

Example 1 : Detection of cell permeability mediated by a 
polypeptide (CPP) according to the invention. 

The detection of cell permeability mediated by CPP is shown 
by inhibition of the TNFa-dependent activation of c-Rafl 
kinase. The activation of the c-Rafl kinase is based on the 
interaction between the TNF receptor I (TNR-RI) and the 
adapter molecule Grb2. For this purpose, the SH3 domain of 
Grb2 interacts with a PLAP motive from the cytoplasmic 
domain of TNF-RI . 

CPP is provided in the form of • a fusion polypeptide.. In this 
fusion polypeptide referred to as CPP-PLAP CPP, the amino 
acid sequence of figure 1 is present as N-terminus partner 
and a PLAP motive from the cytoplasmic domain of TNF-RI is 
present as C-terminus partner. A fusion polypeptide referred 
to as CPP-KLAP is also provided, which has a mutated PLAP 
motive . 

HeLa cells are incubated for 2 h with 2 ]iM CPP-PLAP or CPP- 
KLAP (control) and stimulated for 15 min with 100 p/ml TNFa. 
The activation of c-Rafl kinase is determined by an 
immunocomplex test using MEK (Santa Cruz, Biotech) and y^^P- 
ATP as substrate (cf . figure 2) . 

It shows that CPP-PLAP reaches the cells and fully inhibits 
the activation of C-Rafl kinase (cf . figure 2, lanes 4 and 
5) . It also turns out that CPP-KLAP does not achieve 
inhibition (cf. figure 2, lanes 6 and 7). 
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Example 2: Preparation and purification of a cell 

permeability-mediating polypeptide (CPP) 
according to the invention . 

The DNA of figure 1 is provided at the 5' end with a Bglll 
linker and at the 3' end with a BamHI linker and is 
subsequently cleaved with the corresponding restriction 
enzymes. The resulting Bglll/BamHI fragment is inserted in 
the BamHI-cleaved expression vector pQe8 so as to obtain the 
expression plasmid pQe8/CPP. 

One sequence coding for GST (glutathione S transferase) is 
also isolated from the expression plasmid pGex-1. At its 5' 
end it has a BamHI restriction site followed by a sequence 
coding for a thrombin restriction site. At its 3' end the 
sequence has a BamHI restriction site. The sequence is 
inserted in the BamHI-cleaved expression plasmid pQe8/CPP so 
as to obtain the expression plasmid pQeB/CPP-GST . It codes 
for the fusion polypeptide CPP-GST, pQe48/CPP-GST is used 
for the transformation of E. coli SG 13009 (cf. Gottesmann, 
S. et al., J. Bacteriol. 148 (1981),, 265-273). The bacteria 
are cultured in an LB broth with 100 ]ag/ml ampicillin and 25 
pg./ml kanamycin and induced for 4 h with 60 |iM isopropyl-5- 
D-thiogalactopyranoside (IPTG) . Following induction, lysis 
of the sedimented and washed bacteria is carried out by 
means of ultrasound. The CPP-GST fusion polypeptide is 
isolated by means of affinity chromatography on a 
glutathione column. The bound CPP-GST fusion polypeptide is 
eluted from 0 to 10 mM by means of a linear increase in the 
glutathione concentration. The eluted CPP-GST fusion protein 
is subjected to thrombin cleavage. The hexa-His-CPP (fusion 
polypeptide) released in this way is subsequently isolated 
by affinity chromatography using denaturing conditions by 
means of an Ni-NTA agarose. This is done in the- presence of 
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6 M urea in accordance with the instructions from the 
manufacturer (Quiagen company) . The bound hexa-His-CPP is 
eluted in a buffer having pH 6.3, • containing 250 mM 
imidazole. The hexa-His-CPP is subjected to 18 % SDS 
polyacrylamide gel electrophoresis and stained using 
coomassie blue (cf. Thomas, J.O. and Kornberg, R.D., J. Mol. 
Biol. 149 (1975) , 709-733) . 

It shows that a (fusion) polypeptide according to the 
invention can be prepared in highly pure form. 

Example 3 : Preparation and detection of an antibody 

according to the invention 

A fusion polypeptide of Example 2 according to the invention 
is subjected to 18 % SDS polyacrylamide gel electrophoresis. 
After staining the gel with 4 M sodium acetate, an about 3 
kD band is excised out of the gel and incubated in 
phosphate-buffered common salt solution. Gel pieces are 
sedimented before the protein concentration of the 
supernatant is determined by SDS polyacrylamide gel 
electrophoresis followed by coomassie blue staining. Animals 
are immunized as follows with the gel-purified fusion 
polypeptide. 

Immunization protocol for polyclonal antibodies in rabbits 

35 pg of gel-purified fusion polypeptide in 0.7 ml PBS and 
0.7 ml of complete or incomplete Freund's adjuvant are used 
per immunization: 

Day 0: 1^^ immunization (complete Freund ' s adjuvant) 
Day 14: 2^^ immunization (incomplete Freund' s adjuvant; 
icFA) 

Day 28: 3"^"^ immunization (icFA) 
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Day 56: 4 immunization (icFA) 
Day 80: bleeding to death. 

The rabbit serum is tested in an immunoblot. For this 
purpose, a fusion polypeptide of Example 2 according to the 
invention is subjected to SDS polyacrylamide gel 
electrophoresis and transferred to a nitrocellulose filter 
(cf. Khyse-Andersen^ J., J. Biochem. Biophys. Meth, 10 
(1984), 203-209). The Western blot analysis was carried out 
as described in Bock, C.-T. et ai., Virus Genes 8, (1994), 
215-229. For this purpose, the nitrocellulose filter is 
incubated with a first antibody at 37 °C for one hour. This 
antibody is the rabbit serum (1:10000 in PBS). After several 
wash steps using PBS, the nitrocellulose filter is incubated 
with a second antibody. This antibody is an alkaline 
phosphatase-coupled monoclonal goat anti-rabbit IgG antibody 
(Dianova company) (1:5000) in PBS. 30 minutes of incubation 
at 37 °C are followed by several wash steps using PBS and 
subsequently by the alkaline phosphatase detection reaction 
with developer solution (36 ]jM 5 ' -bromo-4-chloro-3- 
indolylphosphate, 400 pM nitro blue tetrazolium, 100 mM 
Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) at room 
temperature until bands are visible. 

It shows that polyclonal anti-bodies according to the 
invention can be prepared. 

Immunization protocol for polyclonal antibodies in chickens 

40 pg of gel-purified fusion polypeptide in 0.8 mi PBS and 
0.8 ml of complete or incomplete Freund^s adjuvant are used 
per immunization. 



Day 0: 



1^^ immunization (complete Freund's adjuvant) 
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Day 28: 2"^ immunization (incomplete Freund's adjuvant; 
icFA) 

Day 50: 3""^ immunization (icFA) 



Antibodies are extracted from egg yolk and tested in a 
Western blot. Polyclonal antibodies according to the 
invention are detected. 

Immunization protocol for monoclonal antibodies in mice 



12 pg of gel-purified fusion polypeptide in 0.25 mi PBS and 
0.25 ml of complete .or incomplete Freund's adjuvant are used 
per immunization. In the fourth immunization, the fusion 
protein is dissolved in 0.5 ml (without adjuvant). 



Day 0: 
Day 28 

Day 56 
Day 84 
Day 87 



1^^ immunization (complete Freund's adjuvant) 

2"^ immunization (incomplete Freund's adjuvant; 

icFA) 

3^^ immunization (icFA) 
4^^ immunization (PBS) 
fusion 



Supernatants of hybridomas are tested in a Western blot. 
Monoclonal antibodies according to the invention are 
detected . 

Example 4 : Detection of the cell* permeability mediat-ed by 
DHBV-CPP 

Detection of the cell permeability mediated by DHBV (duck 
hepatitis B virus) -CPP was made as follows: According to 
standard methods a fusion protein consisting of a hexa-His- 
Tag (6H), DHBV-CPP and eGFP (enhanced green fluorescent 
protein) was prepared in analogy to Example 1 in an E. coli 
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expression system. The pQE vector system of the Quiagen 
company was used. This protein (DHBV42-53eGFP) was isolated. 
wt6HeGFP . (fusion protein of 6 His and- eGFP) was used for 
control experiments. Then, 293 cells were incubated in the 
presence of these proteins for 10 and 20 minutes. The 
proteins were added to the medium at a concentration of 1 
liM. After 10 or 20 minutes, the cells were lyzed and the 
cytosolic fraction of the cells was isolated by 
ultracentrif ugation . 

The presence of DHBV42-5^3-eGFP in the cytosol fraction was 
detected by means of Western blot analysis usinig a hexa-His- 
tag-specific antibody (figure 6, lanes 1-4) (anti-hexa-His6 
of Qiagen company) or an eGFP-specif ic antibody (anti-eGFP 
of Clontech company) (figure 6, lanes 5-8) . A peroxidase- 
conjugated secondary antibody (anti-mouse HRP, anti-rabbit- 
HRP of Amersham company) was used for the detection. 

The Western blot shows that when DHBV42-53-eGFP is added an 
internalization of the protein into the cell (cytosol) can 
be observed after 10 min. (lanes 2, 6) or 20 minutes (4, 8) 
whereas in the case of the control protein wt6HeGFP which 
lacks the sequence mediating cell permeability this cannot 
be observed after either 10 minutes (lanes 1, 5) or 20 
minutes (lanes 3, 1) , 

These results show that DHBV-CPP is capable of act-ing-as a 
carrier for other proteins. 
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Claims 

1. Polypeptide mediating cell permeability (CPP) , wherein 
CPP comprises the following amino acid sequence: 

XoiioXXioXiX 

in which 

X = variable amino acid (hydrophilic, hydrophobic 
or with charged side groups) 

0 = hydrophobic amino acid 

1 = hydrophilic amino acid 

wherein CPP is no native HBV surface protein. 

2. The polypeptide mediating cell permeability (CPP) 
according to claim 1^ wherein CPP comprises the amino 
acid sequence of figure 1 or an amino acid sequence 
differing therefrom by one or more amino acids and is 
no native HBV surface protein and wherein the DNA 
sequence of the latter amino acid sequence hybridizes 
with the DNA of figure 1, 

3. A nucleic acid, coding for CPP according to claim 1 or 
2 . 

4. The nucleic acid according to claim 3, wherein the 
nucleic acid is a DNA. 

5. A DNA according to claim 4, comprising: 

(a) the DNA of figure 1 or a DNA differing therefrom 
by one or more base pairs, wherein the latter DNA 
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hybridizes with the DNA of figure 1 and does not 
code for a native HBV surface protein^ or 
(b) a DNA related to the DNA of (a) via the 
degenerated genetic code. 

An expression plasmid, comprising the nucleic acid 
according to claim 3, 4 or 5. 

A transf ormant , containing the expression plasmid 
according to claim .6. 

A method of preparing CPP, comprising culturing the 
transformant according to claim 7 under suitable 
conditions. 

An antibody directed against CPP according to claim 1 
or 2. 

Use of CPP according to claim 1 or 2 for mediating cell 
permeability to substances. 

Use according to claim 10, wherein the substances 
comprise polypeptides nucleic acids and chemical 
compounds . 
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Abstract of the Disclosure 

The present invention relates to- a cell-permeable 
polypeptide that can mediate cell permeability to 
substances, DNA coding for said polypeptide and a method for 
the production of said polypeptide. The invention also 
relates to antibodies directed against the polypeptide and 
the use of said polypeptide in the mediation of cell 
permeability to substances. 
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CCC ^TA ICG TCA ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAC CCT 
T 



Fig. 1 
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Fig. 2 
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Conservation of PreS2-TLIVI between various HVB subtypes 

Nucleotide sequences, amino acid sequences and hydropathy values of the amino acid side 
chains (according to Kyte & Doolittle, 1982) of PreS2-TLM from subtype ayw (1) as compared to 
six other HBV subtypes ayw (2), adr (1), adr (2), ayr, adw and adw2. The amino acids identical 
with the .sequence of PreS2-TLM of subtype-ayw (1) and the associated hydropathy values are 
shown in boldface. 

Subtype ayw(1) 

CCC TTA XCG TCA ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAC CCT 

Pro I^u Ser Ser lie Phe Ser Arg llo Gly Asp Pro 

-1.6 3.8 "0.8* -O.a 4.S 2.8 -0,8 -4.5 4.5 -0.4 -3,5 -1.6 

Subtype ayw (2) 

CCC ATA TCG TCA ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAC ' CCT 

Pro He sor Ser Ila "Pho Ser Arg He Gly Asp Pro 

-1.6 4.5 -0-8 -0.8 4,5 2,8 -0.8 -4.5 4.5 -0.4 -3,5 ^1.6 

Subtypes adr (1), adr (2), ayr 

CCC ATA" TCG TCA ATC TTC TCG AGG ACT GGG GAC CCT 

Pro He Ser Ser He Phe Ser Arg Thr Gly A^p Pro 

-1.6 4,5 -0.8 "0.8 4.5 2.8 -0.9 -4.5 -0.7 -0.4 -3 ."s -1.6 

Subtypes adw, adw2 

■CAC ATC TCG TCA ATC TCC GCG AGG ACT GGG GAC CCT 

His He Ser Sefr^ He Ser Ala Arg Thr Gly Asp Pro 

-3.2 4.5 -0.8 -0.8 4.5 -0.8 1.8 -4,5 -0,7 -0,4 -3,5 -l 6 



Bayw(l) 
Sayw(2) 
0adr,ayr 
□ adw 




Amphiphilia of PreS2-TLM in various HBV subtypes 

Representation of the distribution of the hydrophilic and hydrophobic amino afcids in PreS2-TLIVl in 
subtype ayw (1) (blue) and the other HBV subtypes ayw (2) (green),, adr (1), adr (2) ayr (red) as 
well as adw and adw2 (gray). The hydropathy values of the amino acid side chains (according to 
■ Kyte & Doplittie, 1982) are blotted on the y-axis, positive values correspond to hydrophobic amino 
acid side chains and negative values correspond to hydrophilic ones. The 12 amino acids of 
PreS2-TLM and the corresponding sequences of six other subtypes are plotted on the x-axis, the 
N-terminal prolin being located at position 1. 



Fig. 3 



r 



a 


DHBV 


PreS2-TLM 


DEBV 


r^ts^ 

TLM 


20 


L(Leu) 


P(Pro) 


3,8 


-1*6 


21 


LCLeu) 


LCLeu) 




3.8 


22 


N(Asn) 


S (Scr) 




-0,8 
-0,8 


23 


Q(Gln) 


S (Ser) 




24 


L(Lea) 


I (He) 


3.8 


A C 










A* 


2^ 


G(Gly) 


S(Ser) 


-0.4 


-0,8 


27 


R(Aig) 


R(Arg) 


^ 


-4.5 


2S 


M(Met) 


I (He) 




4.5 


29 


l(nc) 


G(Gly) 


4,5 


-0.4 


30 


P(Pro) 


D(Asp) 


-1.6 


-3.5 


31 


KCLys) 


P(Pro) 


-3,9 


■'A . 



n 


DHBV 


Prea2-TLM 


DHBV 


TUVf 


42 




P(Pto) 


-a? 


-1.6 


43 


I (He) 


L(Lai) 




3.8 


44 


D(Asp) 


S(Ser) 


-3.5 


-0,8 


43 


rt (falSJ 


S(Ser) 


-3.2 


-0.8 


46 


VCVaJ) 


KDe) 


3.8 


4.5 


47 


L(Leu) 


FCPhe) 


2,8 


4S 


D(Asp) 


S(Ser) 


-3^ 


-0.8 


49 


H(His) 


R(Arg) 


-3.2 


A5 


50 


VCVal) 


I (He) 


4.2 


4^ 


51 


QCGln) 


G(Qly) 


-3.5 


-0,4 
-3.5 


52 


TCThr) 


D(Asp) 


-0.7 


53 


M(Met) 


P(Pro) 


1.9 


-1.6 




424344454647484950 51 52 53 



n 


HH5V 


PrcS2-TLM 


HHBV 


Pn:S2. 
TLM 


45 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0.7 


-1.6 


46 


Idle) 


L(L«n) 


4^ 


3.8 


47 


Q(Gln) 


S(Ser) 


-3.5 


-0,8 


48 


H(Hjs) 


S(Ser) 


-3,2 
4^ 


-0,8 


49 


V{VaI) 


icnc) 


4.5 


50 


M(Met) 


F(Pbe) 


1.9 


2.8 


51 


D(Aflp) 


S(Ser) 


-3.5 


-0.8 


52 


H(His) 


R(Arg) 


-3;2 


^,5 


53 


I (He) 


I (He) 


4.5 


4.5 


54 


D(A5p) 


G (Gly) 


-3.5 

-0^ 


A4 


55 


S (Scr) 


D(Asp) 


-3.5 


56 


V{Val) 


P(Pro) 


4.2 


-1.6 




HHBV 



Amphiphilic motives in the PreS region of various avian hepadnaviruses 

Comparison of the hydropathy profiles of PreS2-TLM (green) with segments of the PreS region of 
DHBV3 (red) and HHBV (blue). The positions of the amino acids in DHV3 and HHBV are 
indicated in the tables (n) together with the amino acid sequence of the corresponding segment 
and the PreS2-TLM. The hydropathy values are also indicated (according to Kyte & Doolittle, 
1982). Motives having a distribution of hydrophobic and hydrophilic amino acids similar to that in 
PreS2-TLi\/l are found between amino acids 20 to 31 aand 42 to 53 of DHBV3 or 45 to 56 of 
HHBV 

Fig: 4 
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Amphiphilic motives in the PreS2 region of various hepadnaviruses of rodents 

A comparison of the hydropathy profiles of PreS2-TLM (green) with segments of the PreS region 
of WHV (turquois) and GSHV (yellow). The positions of the amino acids in WHV and i3SHV are 
indicated in the tables (n) together with the amino acid sequence of the corresponding segment 
and the PreS2-TLM. The hydropathy values are also indicated (according to Kyte-& Doolittie, 
1982). Motives having a distribution of hydrophobic and hydrophilic amino acids similar to that in 
PreS2-TLM are found between amino acids 33 to 44 of PreS2 from WHV and GSHV The motive 
is consen/ed between both hepadnaviruses. 
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0 DHBV42-53-EGFP is a cell-permeable protein 

Immunoblot of cytosolic lyzates of 293 cells after 10 minutes (1. 2, 5, 6) or 20 minutes of 
incubation (3, 4. 7, 8) with 1 mM EGFP (1, 3. 5, 7) or 1 mM DHBV 42-53-EGFP (2. 4, 6. 8). For 
carrying out the innmunoblot, an antibody directed against the N-terminal hexa-His-Tag of the 
recombinant proteins (1-4) or directed against EGFP was used (5-8). 
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